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Verfahren zur Bestimmung von allergenspezifischen Antikorpern in Korperflussigkeiten 

Zur Bestimmung von allergenspezifischen Antikorpem in 
Korperflussigkeiten nach dem Prinzip des Immunoassays . 
durchlnkubationmitmindestens2weiRezeptorenRt und R 2 , • 
die mit dem zu bestimmenden Antikorper bindefahig sind/, *r, . 
wobei R 2 eine Markierung tragt, Trennung der festen von der 
flussigen Phase und Messung der Markierung in einer der 
beiden Phasen, verwendet man als Hy das mit dem zu be- 
stimmenden Antikorper spezifisch bindefahige Ajlergen und 
afs R 2 ein Konjugat aus einem gegen den Fc-Teil von IgE cider 
IgG gerichteten Antikorper und einer Markierung. 
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' feste Phase gebunden vorkegt Das immobilisierte Al- 

Beschreibung Iejen wird dann mit der Patientenprobe in Kontakt 

von aUergenspezifischen Anukorpern m Korperfiflssg- mopitoerteau der fesn , hasenge _ 

keiten nach dem Prinzip des Immunoassays some em s ^^^pieTaus AUergen and aUergenspezifi- 
hierzugeeignetes Reagent _ R^sikenme schem IgE mit marlrierten Ana-IgE-Anuk8rpera m 
Bin AnteU von etwa 15 bis 25% der Bevofcerung s ™®** _ ± & m das aUergenspezifische IgE 
leidet an AUergien. Die ^toAjg binff NaS^ ( «hnng von flberscbOssigem mar- 
dabei die atopische Aflergie, auch AJergie vom ^ fo£ g^^ feE . A: , . ; :6 rperwMdieMengeangebun- 
typus, anaphylaktischer Typ oderTyp I-Reaktion ge- i<> g^JJJ^ ... ^.^E-Antikorper bestimmt Das 
S.BeidieserFormde> : AUergietreten Aecfcu^e- g^Se^ 

ristischen Symptome wie Heufieber, AsttaaanM oder . ^f^™^ das ^ der probe vorhanden ist Die 

An. Clin. Biocaem. 24 W 

bekannt, daB bier Immunglobulme der Klasse IgE we- negi i™?* notwendig ist. modifiziert wird z. B. in- 
Sndich beteiligt smd Die ■ ftB^S e LeuS £ 20 dem esSSr S3 as! ininobflisiertvorliegt Durch 
hoher Affinitat an MastzeUen und b^opMe LeakoY aeir i n z.B.andie Festphase tritt stets eine Veran- 
ten. Wenn ein AUergen in Kontakt mit .zellgebundeaen J^JJg^ MeTgenepitopmusters auf, was 
IgE-Anukorpern kommt, werden physiologisch ^ateye derung d ^^^ ^/^fm^it fuhrt 
. zluulare Mediatoren wie zB. ^f.h^^ „ Srdem X£ nur aUergenspezifisehe AntikSrper 
Prostaglandine uJa. freigesetzt Dadurch 25 ^Ssen werden, far die immobilisierte AUergene 

aktionskaskade ab,diedie WischenSympto^ SSwerfen. Eshat sich gezeigt, daB die Qualitat 
sacht.HierzuzaMenz,&Kontr^ EkSiSbr Allergeaextrakte selbst innerhalb der 

der Atemwege, bis hin ^/^^^h^mnt gSchen Sge auBefordendicb scbwankt Unterschie- 
rung der BlutgefaBe und damitRotung un d SchweUung. ^SjS en Potenz ftr bestimmte AUergenextrak- 
AbLderungVonSchleim, ^J**£fi£ 30 J£ XSSb oder Schimmelpilze urn den Fak- 
hochempfindbchen Personen kann es Z.B. nacft emem 1000 kfinnen auftreten. 

Insektenstich oder nacb ^^°V°ll- P ^S™ < 9 D S SSbegrundet, daB die Allergenextrakte 
Procmazuemeranaphylak^chenReakn^eb^um J^Xm^xeiSsdkung von unterscbiedlichen 
anaphylaktischen Schock oder sogar zum Tod i fflhren ^Xg^determinanten darsteUen. Bis zu 80 v r- 

se IgG, insbesondere der Klasse IgG 4 an der allergi- de* ^ ^ vortei]haftt wenn man die AUergene, 
schenReaktionbeteiUgt. . DIirf j:- flnr h fflr die in vivo Methodeneingesetzt werden, fur 

Zur Diagnose vonMergienermtte tm^dieunBlut ^ 
vorhandenenspezifecmenmdurc «> ^^Xgenen Pote^mKaufnehmenzumussen. 

IgG-Antikorper.Zur Bestimmung von spezutschen oder me ^ e d ^ ^beder Erfindung, ein Nachweis- 
Ispezifischen Anukorpern werden sowohl m jivo ^swar ^r Autg^ ^ ^ 
Testmethoden, als auch in vitro Testme &oden ► ..... ^ Verfflgung zu stellen, bei denen die 

wendet Als in vivo TestmeAoden ^^° n £ 45 £££ ^ Hauttest ,zum Provokationstest oder 
Haut- und Provokationstests bekannt Diese Tests kon- « ^ r D „^„„^ msiernn g ve rwendeten, nicht modifizier- 
„en ffir Patienten stark belastend « S"SSfSKSeoSe jedeModifMc 

wenn die Gefahr ernes anaphylaktischen Schocks De e ^ gesetzt werden konnen. Darfiberhinaus war es 

stemv , „ .. . • „ • Aufeabe der Erfindung, ein Testverfahren zur Verffl- 

Aus diesen Griinden hat man versucht, die m vivo- ^^^rT^^ und schnell durchzufuhren 

bzw. IgG-Antikorpem durchgefuhrt Die Bm KlSSslgtekeAnalh dem Prinzip des Immunoas- 
der Gesamt-IgE-Konzentration kann nur emen aUge-. ss, ^^gatibn ^^ns zwei Rezeptoren 
meinen Hinweis auf das Bestehen emer aUergischen Re- ^^mit dem zu bestimmenden Antikerper 

aktion bieten und ist daher ^"^^SSS' te£a& smd, wobei ^ 2 eine Markienmg tragt, Tren- 
Insbesondere erwQnscht smd daher Methoden, m JmTjSffi von der flussigen Phase und Messung 
nen allergenspezifisches IgE bzw. S^kiSS behierder beiden Phasen, das dadurch 

werden kann. Einerseits ist dies notwendig, nm^U- 60 ^ ^ man als J?, das mit dem zu be- 

stellen. auf welche Allergene der Patient reagiert und S.™"™^^;^^ bindefahige AUergen 
damit eine wirkungsvoUe Behandlung emleiten zu kon- ^.f^S2gat aS einem gegen den Fc-TeU 
nenundandererseits,umdenErfolgeinerHyposensibi- -^*^g*j£JSi Antiklrper und einer 

wse^s?^—-- i gE -Md- « i^aa*^.^^ 

karpern sind bereits einige in vittp-Bestimmungen ^ S VervSndung von nicht immo- 
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genau und auch in sehr geringenMengen nachzuweisea 
Das erfindungsgemaBe Verfahren bietet die Moglich- 
keit, allergenspezifische Antikorper praktisch gegen alle 
Allergche, die im Handel sind, und .insbesondere gegen 
Ailergene, die fQr in vivo-Methoden verwendet werden, 
nachzuweisen. 

Das Reaktionsprinzip einer bevorzugten Variante des 
erfmdungsgemafien Verfahrens ist in Fig. 1 dargestellt 
Dabei reagiert das als Rezeptor R\ bezeichnete Aller' 



findungsgemaBe Verfahren mit einem weiteren Rezep- 
tor #3, der die Bindung an die feste Phase vermittelt, 
durchgefOhrt Der Rezeptor Rz besteht zum einen Teil 
aus einem gegen den,Fc-Teil von IgE bzw. IgG gerichte- 
5 - ten Antikdrper. Dieser Antikorper ist so derivatisiert, 
' daB er entweder an. eine Teste Phase gebunden vorliegt 
oder aber an eine feste Phase kuppelbar ist 
• :>Als Antikorper wird hi'erzu beyorzugt ein Antikorper 
verwendet, dessen Paratop mit solchen Epitopen des 



gen mit den in der Probe vorhandenen alle^genspezifi-• io -Pd-TeHs von IgE- bzw. IgG-AntikGrpem bindet, daB ei- 
schen AntikSrpern. Abhangig von Anzahl und Art der t ;ne Bindung eines weiteren Rezeptors R2 an den Fc-Teil 
Epitope auf dem Allergen reagieren jeweils mehrere/in ' -unmoglich gemacht wird. Dadurch werden unspezifi- 
der Probe vorhandene allergempezifische^AntacSiTper /sche" Anlagerungen verhindert und die Genauigkeit des 
mit dem Ailergea Durch Zugab'e von, Rezeptor #3, der : Teste^noch weiter erhoht 

entweder an eine Festphase gebunden ist (Fig. la) oder -is Der:,fur:den Rezeptor R3 verwendete Antikorper 
die Bindung an die Festphase yermitteit (tfg. Ibfuhd '■■ kann efnlmonoklpnaler oder polyklonaler Antikorper 
einen Antikorper, der gegen den Fc r Teil von IgE- bzw.- sein. bnter/ Antikorper werden in diesem Zusammen- 
IgG gerichtet ist, enthalt und von Rezeptor R% der ; eiri- - hang auch Antikdrperfragmente verstanden. 
Konjugat aus einem gegen den Fc-Teil von IgEi'tizw.'- - ' Der Rezeptor tf 3 vermittelt die Bindung des Komple- 
IgG gerichteten Antikorper und einer Markierung ist^ - 20 xes^aus Allergen und zu bestimmenden Antikorpern an 
wird das Allergen an das die in der Probelosung befmd- • eine feste Phase. Dazu kann in einer Ausf Qhrungsform 
lichen allergenspezifischen Antikorper gebunden sind, * der Rezeptor R3 an eine feste Phase gebunden sein. Die 
an einer Festphase immobilisiert, wobei die nicht an der ; .-'Bindung erfolgt dabei nach den Oblichen, dem Fach- 
Immobilisierung beteiligten, am Allergen gebundenen'* - mann bekannten Methoden. Sowohl eine kovalente als 
Antikorper das mit einer Markierung versehene Koiiju- .. auch eine adsorptive Bindung 1st geeignet Bevorzugt 
gat tragea Nach Abtrcnnurig .de^festen von der flussi- ' wird jedoch wegen der hierbei erzielbaren h6heren 
gen Phase kann dann der Anteil ah, all'ergenspezi'f ischen ■ ' Ausbeute und der.yereinfachten Arbeitsweise eine le- 
Antikdrpern uber den Anteil an gebundener'Markie- - "diglich adsorptive , Bindung, beispielsweise an Kunst- 
rung bestimmt werden. . - , v . ; stoff. Als feste Phase : besonders geeignet sin 

FQr dieses erfindungsgemaB d'efinierte Verfahren^ • 3 <Kglaschen oder Mikr^titerpiatten aus Polystyrol und ahn- 
SDrinzipgibtesmehrereDurchfQhrungsvarianteri. •' .<"• lichen Kunststqf f en, die adsorpti v an der Innenoberfla- 
Zur Durchfuhrung des^erfmduhgsgema^'en' V«rfah- •■ che mit R3 beschichtet sind Weiterhin geeignet sind 
rens wird die Probe entweder gleichzeitig oder nachein- 1 iivauch teilchenfSrmige.Substanzeh, z. B. Molekularsieb- 
ander mit mindestens zwei Rezeptoren inkubiert Dabei S vmaterialien, Glasperien, Kunststoffschlauche und der- 
istdererste Rezeptor /?i das.mit dem zu bestimmenden . 35 gleichen; Ebenfalls geeignet sind als feste Phase^auch 
Antikarper spezifisch, bindef ahige. Allergen: Hier k6n- " : porose schichtf6rmigeTi;agerwie Papier. £ 
nenalleSubstanzen verwendet werden, deren ailergene : ; : In einer .anderen Vanante des erfindungsgemaBen 
Wirkung bekannt ist Insbesondere geeignet sind die in '. Verfahrens besteht der Rezeptor Rz aus einem IConju- 
der in vivo- Diagnostik verwende ten Ailergene. Wenn gat des Anti : IgE-,bzw. -IgG-Antikorpers mit einem Bin- 
das Verfahren zur Oberprufung des Erfolgs einer Hypo- ' 40 ' dungspartner eines spezifisch bindenden 1 PaaresJDieser 
sensibilisierungsbehandlung verwendet wird, so werden- ':.:Bindungspartner eines spezifisch bindenden Paar^ ver- 
bevorzugt die fur die HypbsehsiBili'sierung verwendeten mittelt.dann die Bindung. an die feste Phase. Dazg : kann 
Ailergene ebenfalls im Testverfahren eingesetzt der andere Bindungspartner an der festen Phase |ebun- 

DasAUergen wird in flussiger Phase eingesetzt " den sein, so daB die Immobihsierung durch Bindung der 
Derzweite, far das eifmduhgsgemaBe Verfahreh^er- 1 45 beiden Partner miteinander erfolgt Besonders bevor- 
forderliche Rezeptor R 2 ist ein Konjugat aus einern An- ' zugt wird dazu eine Festphase, an der Streptavidin ge- 
ti-IgE- bzw' -IgG- Antikarper bzw. dessen Fragment ~< bunden ist und ein biotinylierter Rezeptor R3 verwen- 
und einer Markierung. Bevorzugt wird als Markierung • i. det, so daB Biotin als Partner des spezifisch bindenden 
ein Enzym, eine fiuoresziefende^chemilumineszierende Paares Biotin/Streptavidin die Bindung an die mit 
oder radioaktive Substanz verwendet Verfahren^zur 50 ' Streptavidin beschichtete Festphase vermittelt 

" ' * " . In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform 1st 
■ die feste Phase ebenfalls mit einem Bindungspartner 
eines spezifisch bindenden . Paares beschichtet Die Be- 
stimrnungsreaktion wird ciann in homogener Phase 
55 . diirchgefuhrt und nach AbschluB der Reaktion wird 
dann eine zweite spezifisch bindefahige Substanz zuge 



Markierung von Antikorpern und Antik6iT).erfragmen 
ten sind dem Fachmahn bekannt und bedurfe'n hier'kei- 
ner weiteren- Erlauterung. Die. Bestimmun'g Von gebun- 
dener Markierung und die Auswertung erfolgeri eben- 
falls nach dem Fachmann gelaufigen Methodeni «■ ^- - 
In einer weiteren AusfOhrungsform kann der Rezep- 
tor R2 auch aus einem' Konjugat' aus Anti-IgE-' bzw. . 
IgG- Antikorpern und einem partikularen Trager beste- 
• hen. Als partikulare Trager geeignet sind z. B. Latexpar- 
tikel, Bentonit oder ErythrbzytenJ Durch Reaktion mit 
dem Komplex aus Allergen und allergerispezifischem 
Antikorper kommt es dann durch netzwerkartige* Ver- 
bindung zii einer Agglutination, die turbidimetrisch 
nachgewiesen werden kann. Diese' Form der Markie- 



geben, die sowohl Bindungsstellen ftir den an den Anti- 
. korper gebundenen Bindungspartner aufweist als auch 
Bindungsstellen fur den an die feste Phase gebundenen 
60 Bindungspartner. Diese Substanz bewirkt dann die Im- 
mobilisierung des Konjugates. Als Bindungspartner, mit 
denen der Rezeptor ^3 konjugiert werden kann, sind 
. z. B. Biptin, Avidin, Haptene, Antigene sowie Protein A 
u. a geeignet Die zur Immobilisierung an der festen 



nacngewiesen werucn k<um. lji^^ i wh.» ^« , ~ — ■ — , ... u 

rung wird insbesondere bevorzugt, wenn das Verfahren 6 5 Phase gebundene bzw. zugegebene Substanz enthalt 

nur mit zwei Rezeptoren - dem Allergen und einem dann den jeweils spezifisch mit diesem Bindungspartner 

markierten Antikorper - durchgefOhrt wird. bindenden anderen Partner, also insbesondere Avidin, 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird das er- Streptavidin, Biotin und Immunglobulia Ebenso sind 



t 
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schen der festen Phase und der die Bmdung vermrtteln- g^J^eMen Proben erhaltenen W rt kann dam 

denzwutenSubstanz- -.„„____»»„„ Ver . dieKonzentrauondesalkrgenspezffischen Antikorpers 

For die DurchfQhrung des er&dmgsgOT^ea ver ^ p bebesdmmt werdea 

fahrensgfotesverscfciedeneVanantea^ s t^in^ weiterenbevorzugten Ausfflhrungsform wird 

oder mehrstufig durchgefuhrt werden. ^S^Semafle ™rfehrea einstufig durchge- ' 

Sekduoigemafle Verfahrea ist ^ ^ versc^e- ^ e ^^f b USgt in einem Reaktionsge- 

densten Durchfuhrungsarten, die dem Fachmann be- ™^;V^ e Festphase ge bunden einen Partner eines 

kanntsindgeeignet cnerifisch bindenden Paares enthSlt, die Probe zusam- 

So kann in einer bevorzugten Ausfuhrungrfoim zu- io *£f^°™ Q ^ zmt0T ^ r 2 und ft inkubiert Dabei 

eri eme denzube^enden Antik5rperenJaltend^ ^ ? ^K^vornandenen aflergenspezifi- 

, Probe mit dem als Rezeptor ftbezeichneten spezrf^ ~^k?rp^an das zugegebene Allergen. Writer- 

.. schen Allergen inkubiert werden. to zweiten Sctatt. g^XS Rezeptoren ft und ft jeweOs an den 

wird dann Rezeptor ft sowie Rezqptor Aiqwba vlfTSs S bestiniienden allergenspezifischen AnU- 

undnochmals inkubiert Harder <^"*£^ « ggg % TKonzentration der beiden Rezeptoren ft 

des Reaktionssystems wird dann nach Abtrennung der korpers. w ge wahrleistet ist, daB an 

gebundenen von der ungebundenen Martaerung die. ^ d p ^^|^\ enflg B en d ft und ft gebunden 

SSerung in einer der Phasen in bekannter Weise J**£™£ festphasenbindung zu sichern 

be Sr bevorzugten AusrO^^zu^t 20 ^"SS^^^^^^^ 
eineden zu bestirnmenden Anukerper enthakende Pro- ^ to Nafflje r XJbeadmSt 

blimtdemandiefestePhasegebundenenRezep^orft bedeute daB ft weoe hufi B flber ^ vor . 

inkubiertDabeiwerdendiemde^ . J^j^J"^ opumale Verhlltnis von ft zu ft 

denen Anukerper der IgE- bzw. IgG-Klasse uber ihren '^J^S^. flbK . di e Opumierung des MeBsi- 
Fc-Teil an ft gebunden. Nach ^ Auswascben w^rd * kann .JgJ^ntan. Das Verhaltnis von ft zu ft 
amchbeBenddieLosungniit^^ S v Sg^eiseimBereichvonl:l. 
zu bestinmenden allergenspeziSschen Anukarpern bin- ^ ™™ff^ v6raugt ^ fur diese Verfahrensvari- 
St, inkubiert Dabei bindeh nur *e allergen spezrfi- ftdn Konjugat aus dem Anti-IgE- 

£n,anft gebundenenlgE-bzw.IgC^AntdcarperAe- . . ante. ^g»^ 6 ^ er J e 8 faem Bindungspartner 
seAlfcrgenmolek^e.^ 30 ^^^ h ^ de J e n Paares vemendet Die Reak- 

nochmals eine die zu bestimmenden Antikorper enthal- emes^e^ bestimmendem Antkerper 

LdeProbeiastogzugegebenu^^ S dTSzep^ft und ft verliuft dann praktisch 

zugt alle an der festen Phase vorhandenen Bmdungsstel- J™ ^ J"-* p hase E ntW eder liegt dei: andere Bin- 
fcnfSlgE- bzw. IgG-Antikarperdurch die erste lnku- » m h °™S_^^^^^ 

Sion abgesattigt sind, binden die entspre^ender^m as ggg^^i'g F Jp ha se gebundenen Bin- 
der Probelasung vorhandenen >**"g£££^ S£S£tS sehr viel langsamer stattfindet oder nach 
ukerper an die immobibsierten AUergenmolekuie. Rea j^ on wird eine Substanz zugegeben, die 

Gleichzeitig oder nach erneutem Auswaschen mrd ^te^Rea^on^ ^ geb undenen Bin- 

dannder.Reakuonslosung,diedenKompM Sparme^ 

bestimmendem allergenspezifischen Antikorper undAl 40 °^P^ b k defabig ^ urn die gebildeten Allergen- 

BssaEfcssssss: 

die zu bestimmenden allergenspezifischen AnUkorper ^^™™'Q C rt daruber hinaus die Maglichkeit, 
bindet Um dies sicherzustellen, wird in ^ev°mig- ^ y ^^^ ienmgoderzU mProvol«tionstest 

^ntSeStopen L Fc-Teih ; von . IgE- ^^e^GegSstand der Erfindung ist em Rea- 

bzw. IgG-Anukarpem binder, daB erne Bmdung ernes • ■ . ^^^^^^^^^ 

weiteren Rezeptors ft an den Fc-Teil unmoghch ge- ^X^SSS| keite „, to dadurch gekermzeich- 

machtwird. _, . „ ,„. t ict j-o « eul en Rezeptor ft der ein mit dem zu 

In einer anderen bevorzugten Ausf Qhrungsform der 55 n« *J « SjLzt spezifisches Merger ist und 

vorHegendenlMindungwhddieunspezifo^ ^SS&^gSl' S Lnjugat aus einem gegen 

dadurch verhindert. daB man nach Wof^^* . d?n Fc TeH voi teE oder IgG gerichteten Antikorper 

IgG-Anukarpem im OberschuB zugibt, so daB aUe noch 60 tte ^ l ^\ ^ dasV erfahrenzur Bestim- 
vorhandenen Bindungsstellen d« an ft gebundenen, zu ^ ^^l^e^chen Antikarper, fur jedes 
b «nnu^^^^ ^ase SK oem St zur Verfagung steh, durchge- 

stimmungsverfahren wird eine zweite Mjni S&^KSSfcfJfc^Ai-Wr 
SSSSSi K W3£ SSSSL die Bmdung an die f este Phase vemut- 
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telt , 
Die Erfindung wird durch die Figur und die folgenden 

Beispiele erlautert 

Fig. la zeigt ein Schema fQr das Reakuonspnnzip ei- 
ner bevorzugten AusfGhrungsforrh des erfindungsge- 
maBen Verfahrens. NachUmsetzurig einer Probeldsung , 
mit 3 Rezeptoren R\ t Ri und R^on denen/?i das mit 
.dem zu bestimmehden allergenspezifischen Antikdrper 
spezifische Allergen ist, R 2 ein Konjugat aus einem ge-. : 
gen den Fc-Teil von IgE bzw. IgG gerichteten AntikSr- 
per und einer Markierung und Rs ein die Bindung an die. 
Festphase vermittelnder Rezeptor, der einen gegen den 
Fc-Teil von IgE bzw. IgG gerichteten Antikdfper ent- 
halt, ist, bildet sich'derdargestellte , KompIex.-Airdas 
. Allergen 1 sind die in der ProbelQsung enthaltehenj zu 
bestimmenden allergenspezifischen Antikorper- -3s ger 
bunden. Die Immobiiisierung erfolgt uber art den 1 /Fc- 
Teil eines allergenspezifischen Antikorpers gebundene 
Rezeptoren 5, die an eine; Festphase 7 gebunden sinii 
An die ubrigen allergenspezifischen Antikorper 3 sind 
markierte Rezeptoren 9 gebunden: 

Fig. lb zeigt ein Schema fur das Reaktionsprinzip ei- 
ner anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des erfhv 
dungsgemaBen Verfahrens, .Nach Umsetzung einer. Pro-, 
belosung mit 3 Rezeptoren R\, Ri und /&, von deneri R\ 
das mit dem zu bestimmenden allergenspezifischen An- 
tikorper spezifische. Allergen ist, R 2 ein Konjugat aus: 
einem gegen den Fc-f eil vonigE bzw. IgG gerichteten 
Antik6rper und einer Markierung und ein Konjugat 
aus einem gegen den Fc-f eil von IgEbzw. IgG gerichte- 
ten Antik6rper und Biofin ist, in Gegenwart einer Fest. 
phase, an der Biotih gebunden ist, bildet sich der.darge- 
stellte Komplex. An. das Allergen 1 sind die in denProv 
belosung en thaltenen, zu bestimmenden allergenspezifir 
schen Antikdrper 3 gebunden, an die wiederum Rezep- 
toren Ri 9 und R3 5 gebunden sind. Die Immobiiisierung 
erfolgt durch Zugabe;vorfStreptavidin 11, das dann den 
gebildeten Komplex uber, die Bindung mit dem in #3 
enthaltenen Biotin" und dem an der Festphase gebunde-,- 
nen Biotin fixiert , . . ,"i 

Die beiden in den Beispieien erwahnten monoklona^ 
len Antikorper gegen humanes IgE sind bei-der Europe-; 
an Collection of Animal Cell Cultures, Portbn Down, 
GB hinterlegt unter folgenden Bezeichnungen: -■ 
MAK323 : ECACC 88022505 ' - - : 

MAK 748 : ECACC 88022506. ' „v 



Beispiell 

. Es wurden rhonoklonale Maus- Antikdrper gegen hu- , 
manes Immunglobulih E hergestellt . • *cr» ? . . 

Balb/c-Mause wurden mit humanem IgE (.100 u,g in 
0,3 ml komplettem Freund'schem Adjuvans)' intraperi- 
toneal p'rimar. irhmunisiert In vier- bis sechswochigen 
Abstanden wurde die immunisierung mit je 50 u.g IgE in 
0,2 ml inkomplettem Freund'schem Adjuvans intraperi- 
toneal und einmal mit 50 )ig IgG in 0,2 ml physiologi-. 
scher Kochsalzlosung intrayenos verstarkt . 

Am Tag vor der Fusion wurden die Balb/c-M.ause 
durch cervicale Disiokation getotet Unter sterilen Be- 
dingungen wurden 4 bis 5 ml PBS in die Bauchhohle 
gespritzt und nach einer Minute wieder abgesaugt Die 
ausgespulten Zellen wurden in DMEM gewaschen und 
in DMEM-Vollmedium in einer Dichte von 5x10 pro 
Einzeltupfel auf 24 TQpfelkulturplatten verteilt . # 

Einer immunisierten Maus wurde unter aseptischen 
Bedingungen die Milz entnommen. Das Milzgewebe 
wurde zerschnitten und die freigesetzten Zellen in 



DMEM (Dulbcccos Minimal Essential Medium) suspen- 
diert (ca. 5 x 10 7 .Zellen). Zu der Zellsuspension wurden 
5 x 10/ Zellen der Maus-Myelom-Linie Ag8.653, die un- 
ter der Bezeichnung CRL-1580 bei ATCC erhaltlich ist, 
5 gegeben. Das Zellgemisch wurde durch Zentrifugation 
. "sedimentiert und die uberstehende Flussigkeit vollstan- 
dig abgesaugt Zu dem Zellsediment wurden 0,8 ml einer 
■V 50P/oigen PEG-Ldsiing (Polyethylenglykol) bei 37° C zu- 
gegeben und eine Minute lang gleichmaBig verteilt und 
io anschlieBend 5 ml DMEM bei Raumtemperatur zugege- 
ben upd 5 Minuten lang gleichmaBig verteilt Nach Zu- 
„gabe>von weiteren 20 ml DMEM wurden die Zellen 
. - durch 'Zentrifugation sedimentiert, in 96 ml frischem 
- DMEM Vollmedium (DMEM + 15% phoetales Kalber- 
15 serum V'-Glutamin .+ Pyruvat). resuspendiert und auf 
. 4'X 24 Tupfelkulturplatteh verteilt, die mit Maus-Bauch- 
hohlen-Makrophage'n vorbeschickt worden waren. Die 
; Kulturen Iwurden am 2. 3. 5, 7 i 10. und 12 Tag mit 
■. HAT-DMEM-Vollmedium (DMEM-Vollmedium, das 
20 4xl6~ 7 M Aminopterin, lx lO" 4 M Thymidin und 
3 x 10r 5 M Hypoxanthin enthalt) gefuttert 

Mikrotiterplatten wurden mit Anti-Maus-Ig vom 
Schaf ^(.10yg^rnl'P,9%ige NaCl-Losung; 150 jxl Antikor- 
■ L. perldsung pro fupfel) beschichtet und nach einer Stun- 
25 de bei Kaurmerhperatur dreirhal mit einer Losung, die 
i: -4% RSA und 0,9% NaCl enthielt, gewaschen. Je 100 u.1 
Kulturubefstahd; wurden in die beschichteten Tupfel pi- 
. . pettiert und .eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert 
Nach Absaugen der Oberstande wurden die Tupfel mit 
30, 100 }il.eiher Ldsung, die ein Konjugat aus IgE und Per- 
oxidase enthielt urid;der 100 u!g humanes IgG/rnl;zuge- 
mischt worden waren,' beschickt und eine Stunde bei 
, Raumtemperatur inkubiert Nach dreimaligem Wa- 
> ,-scben wiird'en je 100^" ABTS-Losung, das als^Substrat 
35 diente,'pipettiert und die Farbentwicklung nach 2Qminu- 
tiger- Reaktionszeit phbtome trisch bes timmt ^ 

Hybridomzellen aus Primarkulturen wurden getrennt 
in Suspension gebracht (ca. 1 x 10 5 /ml DMEM) und mit- 

• tels eines' Zellsorters auf 4 x24 Zelllculturplatten, deren 
40 Tupfel mit. DMEM- Vollmedium und 10 3 pro^TQpfel 
• ' Maus-Makrdphagen vorbeschickt waren, so. ausgesat, 

daBiin jeden TOpfel nur eine Hybridomzelle gelangte. 

♦ Pro Zellkultiirplatte wuchsen 20 bis 60% der Tupfel-Hy- 
•bridomklone aus. 

45 Ab dem 14. Tag nach der Fusion war in alien 96 Teil- 
kulturen Hybridomwachstum erkennbar. 12 Teilkultu- 
Ven,. deren Oberstande bei der Oberprufung im Anti- 
IgE-Elisa deutlich positive Reaktionen ergaben, wurden 
auf ca. 5 x 10 6 Zellen expandiert und liber den Cytofluo- 
50- fograph durch Einzelzeilablage kloniert Die Oberstan- 
de von heranwachsenden Klonen wurden erneut auf 
ihren Gehalt'an Anti-IgE im Elisa gepruf t Ca. 40 Klone 
mit positiver Reaktion wurden durch Kryopraservation 
in flussigem N2 gesichert Die Antikorper von 23 Einzel- 
55 klonen wurden auf ihre Feinspezifitat durch Elisa unter- 
sucht Die Antik6rper aller 23 Klone reagierten mit hu- 
manem IgE, nicht aber mit menschlichem IgG, IgA, IgM 
oder IgD und auch nicht mit anderen Bestandteilen im 
menschlichen Blutplasma. 
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Beispiel 2 



Im Serum eines Allergikers wurde die Menge an Anti- 
korpern gegen Katzenepithelien untersucht Dazu wur- 
65 den die folgenden Reagenzien verwendet: 

Konjugatpuffer: 

0,1 MTris-HClpH 7,6, 
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Extinkfconsanstieg. 

0.04MKC1, r . 

0,2% RSAfRinderserumalbumm) BeisoieU 
3,0% Polyethylenglykol(PEG)40 000 

0,02%Dimethyl-aminoantipyrin, • Eswurdedi MengeanaUergenspeanwhenAntikor- 

0,01%Merthiolat pern in einem Humanserum bestimmt, wobei das Test- 

■. • verfahren einstufig durchgefuhrt wurde. 

Inkubaaonspqffer: F{ir d j e Durc hfuhrung wurden als Konjugatpuffer 

0,1 MTris-HCLpH 7,6, inkubationspuffer Losungen verwendet, die diesel- 

0,04MKa ■ ., te Zusammensetzung wie im Beispiel 2 batten. Als 

^"f^™ - Waschlosung wurde eineLosung, die 0,025% NaQund 

3,0%PEG40000, .. imeAKupfersulfatentbielt, verwendet Die Inkubation 

0.01%MerthioIat erfolgtekTubes.diemitThenno-RSAundStreptavidin 

. beschichtetwareaDieBescbichtungerfolgtewiemDE 

Waschfcsung: 3640 412 beschriebea Die Beladekonzentrationbetrug 

0^%Naa-L6sung, . / inooOue/mL 

l,6%Zusatz(Proteine,Detergenz> »«■ ^ Serum (Xllergikerserum RAST-Klasse 3; 

, „ „ • AiwmWcRA«5TKlasse3 • NichtaBergikerserum) wurden init 150 ui Inkubations- 
BwurdedasSe^mesMj^s^Kl^seS ragu uj« ^ yon Ka^epithefien 

sowie ein Nichtallergiker-Serum verwendet Je 500 pi pun er ud ABereophann, Ch. 025969 (VerdGnnung 

Serum wurden eine Stunde bei ^f^^' 20 f n 10 f^^SSeineStundebeiRaumtem. 

. antubes,diemhgemaB Be^iel l erh^^monok^ ^ m ^ em0 .^tre P tavidintubes inkubiert 

nalem AntikSrper gegen IgE (MAK M 323, ECACC peratur in j^ugates aus dem Fab-Fragment 

88022505) bescbichtet ™^ JJSKS vSBLm AntikSrpers M323 und 

mal mit WaschlSsung gewasdien. Ansc^eflend wurden des j^Jg^ m UM to Konjuga tpuffer wurde 

500 pl.emar Losung 5 5SS gemaB Beispiel 1 erhaltenen Anti- 

240A/86 (AUergophann. CL 025969) mm J«taj S^i^Kfcta* Form mit einer Konzen- 

nung von 1:100 in Inkubationspuffer zugegeben und 16 »^ m ™ in Inkubationspuffer 1 : 1 gemischt 
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert Danachwurde 

dreimalinitWascWosungge^ ^^SSS^Au^WSm^MVtm^ 

wdtere 500 ul Serum zugegeben und erne Stode^ 30 ^^J 11 ^^ Dana ch wurde dreimal mit 

Raumtemperatur . inkubiert und ^ dremal ™t ^^ ^^ZurAuswertung wurden 1000 

sitae (50 UM) wnBtat in ™*t v ^Slttimmuie <to uaspea&cben Binding wnrde 

™ eg Xi und 4 Stunden bei 37°C inkubiert Die. Ex-: ten: 

tinktion wurde dann bei 550 nm gegen den Substtatleer- . . ; , . ■ 

wertgemessen.ZurBestiimiungderimspezms(AenBm- Mlibation AUergiker- NichtaUergiker- 
dungwirdder Test mit Serum durchgefuhrt, wobei je- , serum (mE) serum(mE) 
dochstatt.mitAHergen mit Inkubationspuffer inkubiert 45 . ; — 

m F8r die Inkubation mit Inkubationspuffer wurde erne Puffer 371 
Extinktionsdifferenz4£von0^76gemessea.DieEx- Allergen 877 
tinkuonsdWereiizfurdielnkubationiiutderAIlergenlo- Differenz , 506 
sung A £war gleich 0,435. Damit betrug die Differenz 50 

«^^?^^^^^S3S , BeispielS 
spezifischen Antikorpern zuzuschreiben 1st, 0,159 JE. oei 

der Auswertung des NichtaBergikerserums ergab sich ■ Bestimmung allergenspezifischer AnU- 

kein Anstieg der Extinktion gegenOber der Inkubation ^^^^g von UtixpaVtikeln als fester 
mitlnkubationspufferstattAUergen. - 55 taWjg^ S " M 

n„,v««n - - - Als Inkubationspuffer wurde eine Losung die 01 M 

BeiS P iel3 - ^THsHQpH 7,5; 0,04 MKQ; 3% PEG 6000 und 0,5% 

Wie im Beispiel 2 beschriebea wurde eine Antikor- ^^^d^tJrkierung verwendeten 
^rgS^SslciwStal^kem wurdedrrimdwiede^ 
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ten Waschen kein Tween 20 mehr verwendet wurde. 
Nach Beendigung des dritten Waschschrittes wurde der 
Niederschlag in 1,7 ml 200 mM Glycinpuffer aufgenom- 
men. Man erhielt eine Suspension, die 1% Latexpartikel 
enthielt . 

10 |il Allergikerserum RAST-Klasse 3 und 50 p.1 emer 
Losung von Katzenepithelien Nr. 240A/86 Allergo- 
pharm Ch. 025969, die 1 :10 000 in Inkubationspuffer ver- 
dunnt war, wurden direkt in eine KQvette pipettiert und 
zusammen bei 37°C 10 Minuten inkubiert AnschlieBend 
wurden 20 uJ der Latexsuspension zugegeben. Nach Zu- 
gabe von 920 ul Inkubationspuffer wurde die Extinktion 
bei 623 nm bei 37° C im Spektralphotometer gemessea 
Jede KQvette wurde im Zyklus von einer Minute 15 
Minuten larig gemessen. 

Zur Bestimmung unspezifischer Agglutinationen 
wurde der Test, wie oben beschrieben, durchgefuhrt, 
wobei statt Serum Inkubationspuffer' verwendet wird 
Die folgendeh Ergebnisse wurden erhalten: 



Zeit 
(min) 



Inkubationspuffer- 
(mE) 



Allergen 
(mE)' 



2 

15 

Differenz 



2032 
1963 
--69 



1514 
1948 

v+434 ' 



PateniansprGche ! 



10 



15 



20 



25;. 



30 



40, 



1. Verfahren zur Bestimmung von allergenspezifi- 
schen Antik6rp;ern itf. Kprpefflussigkdten; .nach,., 
dem Prinzip des' Immunoassays durch Inkubation - 
mit mindestens.zwei Rezeptoren Ri und die mit : 35 
dem zu bestimmeriden Antikorper bindefahig.sind, ; 

, wobei R2 eine Markierung tragt Trennung.derje- * , 
sten von der flussig.cn Phase und Messung der Mar-- . : , 
kierung in einer der beideri-Phasen, dadurch ge- 
kennzeichnet daB man als R\ cias'mit deimzu be- 
stimmenden Antik6rper:spezifisch bindefahige Air;., 
lergen und ais R2 ein Konjugat aus einem -gegen : 
den Fc-Teil von IgE oder IgG gerichteten Antikor- 
per und einer Markierung yerwendet ".. .„ 

2. Verfahren nach Anspfucfi 1, dadurch gekenn- 45 
zeichnet, daB man die den zu bestimmenden Anti- . . 
korper enthaltende Probe mit einem weiteren Re- 
zeptor R3 inkubiert, der die Bindung an die.feste 
Phase vermittelt und ein gegen den Fc-Teil von IgE, : . 
oder IgG gerichteter Antikorper ist, der in geeigne- 50 
ter Weise derivatisiert ist 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch.. gekenn- 
zeichnet. daB als R3 ein gegen den Fc-Teil von IgE ; 
.oder IgG gerichteter Antik6rper, der an eine Fest- 
phase gebunden ist, verwendet wird 

4. Verfahren nach Anspruch 2, 'dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als 7*3 ein Konjugat aus einem 
gegen den Fc-Teil von IgE oder IgG gerichteter 
Antikorper und einem -Partner eines spezifisch bin- 
denden Paares verwendet, wobei die Immobilisie-. 60 
rung dann in einem' weiteren Inkubationsschritt . . 
uber den zweiten Partner des 'spezifisch bindenden 
Paares erfolgt * 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB der fur R3 yerwende- 65 
te Antikorper ein Antikorper ist, dessen Paratop 
mit solchen Epitopen des Fc-Teils von IgE- bzw. 
IgG-Antikorpers binde't dafi eine Bindung eines 
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weiteren Rezeptors R2 an den Fc-Teil unmftglich 
gemacht ist 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet; daB R2 und R3 denselben 
Antikdrper enthalten. • 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB man nach Inkubation 
der Probe mit R3 vor Inkubation der Probe mit R 2 
der Ldsung Fc-Fragmente von Anti-lgE- bzw. 
-IgG-Antikorpern zusetzt 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB man zuerst 
R3 mit einem Teil der Probe, anschiieBend mit R\ 
dann mit dem Rest der Probe und mit R2 inkubiert 

9. Verfahren nach einem dervorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet/ daB der Rezep- 
tor Ri als Markierung ein Enzym, eine fluoreszie- 
rende/ chemilumineszierende- oder radioaktive 

. Substanz aufweist 

.10.. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als Markierung fur den Rezeptor 

\ R 2 partikuiare agglutinierbare Tracer verwendet 
11. Reagenz zur Bestimmung von allergenspezifi- 
schen Antik6rpefn in Korperflussigkeiten nach ei- 
nem der Anspriiche 1 bis l.O. dadurch gekennzeich- 

.net .daB es einen Rezeptor R\, der ein fur den zu 
bestimmenden AntikOfper spezifisches Allergen ist 
und einen Rezeptor Rz, der ein Konjugat aus einem 

- gegen , den Fc-Tefl von IgE oder IgG gerichteten 
Antikdrper und einer Markierung ist, enthalt. 

.12. Reagenz hich Anspruch 11, dadurch gekenn- 
. .zeichriet, dau3 es weiterhin einen Rezeptor R3 ent- 
'haltlder einen gegen den Fc-Teil von IgE oder IgG 

"geriGhtetenf Aptikdrper enthalt und die Bindung an 

' die feste Phase yermitt^lt 4 : 
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